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摘 要 


分 离 纯 化 锥 曰 类 不 生动 物 组 胞 被 存 在 着 许多 困难 ， 阻碍 了 人 们 对 这 类 单 细胞 生物 的 细胞 核 在 各 方面 作 
进一步 研究 。 本 文 提出 一 个 从 破 砍 细胞 开始 的 分 离 核 的 完整 程序 。 采 用 起 始 密 上 度 为 1.083 的 Percoll 工 作 波 作 
ee MERE AG, SET T RRA A Bla (Leishmania gerbilli 细胞 核 。 既 测定 ， L. gerbilli # 
胞 接 在 Percoll 中 前 浮力 密度 为 1.048 一 1.05l6 


关键 词 ，Percoll 等 密度 梯度 离心 ， 秒 限 利 什 曙 原 蜂 ， 细 胞 核 分 离 纯化 


利 什 肾 原 虫 具 典型 的 锥 虫 结构 ， 属 锥 虫 类 ， 是 对 人 畜 健 康 危害 很 大 的 一 类 寄生 里 。 
自从 Stainer (1965) 用 细胞 化 学 方法 证 实 锥 虫 类 原生 动物 的 染色 体 中 存在 碱 性 蛋 己 后 ， 
许多 学 者 试图 通过 生物 化 学 的 方法 进一步 确定 它们 纲 胞 核 中 组 蛋白 的 种 类 。 但 是 ， 争 上 由 
类 进行 体外 培养 的 条 性 苗 刻 ， 难 以 做 到 大 量 培 养 。 而 且 应 用 常规 细胞 核 分 离 技 术 艾 难以 
制备 出 纯度 较 高 的 细胞 核 用 于 蛋白 的 提取 分 析 。 业 已 证 明 ， 锥 虫 类 动物 体 中 有 丰富 的 碱 
性 蛋白 存在 ， 因 而 在 得 不 到 纯 细 胞 核 的 情况 下 ， 很 难 将 核 组 蛋白 与 动 质 体 碱 性 蛋白 区 分 
开 来 。 所 以 ， 这 类 原生 动物 细胞 核 中 究竟 存在 儿 种 组 蛋白 ， 至 今 尚 无 一 致 的 看 法 。 

目前 尚 没有 关于 利 什 贤 原 虫 在 上 述 方面 的 研究 报道 ， 我 们 以 中 国 特有 的 虫 种 砂 鼠 利 
ABIL, gerbilli 为 材料 进行 了 摸索 。 本 文 只 报道 经 长 期 摸索 可 以 得 到 较 纯 的 利 什 
曼 原 虫 细胞 核 的 一 种 分 离 技 术 。 关 于 这 种 原虫 的 核 组 蛋白 ,将 男 文 报道 。 


材料 与 方法 
一 、 材 料 培养 
BRAT BM Le gerbilli 系 王 捷 等 (1964) 在 甘肃 大 砂 鼠 体内 分 离 培养 而 得 。 


*#* 现在 中 国医 学 科学 跷 医学 生 特 研究 押 。 
本 工作 得 到 陆 源 、 韩 灶 哥 二 同志 前 太 力 支持 ， 特 此 感 澳 。 
本 文 ;1987 年 7? 吧 3 恒 收 到 ， 同 年 8 Babee. 
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二 、 细 胞 核 分 离 

1 、 材 料 收集 与 细胞 破碎 

经 10~12 天 扩大 培养 的 虫 体 液 以 1, 000rpm x 10 离心 。 一 般 100ml 培 养 液 可 得 0,4 和 ~ 
0.603 RM RAE. MSTA (0.15MNaCl, 10mM MeSO,, 0.5mM PMSF, 25 
mM Tris-HC], pH7.5) HRM K, BATLAR TE RR (imM EDTA, 0.5 
mM PMSF, 25mM Tris-HCl], PH7.5) 中 ， 在 涡轮 器 上 振 葛 1 一 2 分钟 。 离 心 弃 上 清 
液 ， 沉 淀 再 次 悬浮 于 15 倍 体积 的 TE 液 中 ， 汪 治 置 放 25 分 钟 ， 其 间 不 断 用 吸管 吹 打 、 以 
3.500rpm x 25 离心 ,沉淀 ( 脱 胀 细胞 ) 重 最 浮 于 25 信 体积 TE 液 中 。 用 150 丽 功率 的 超声 波 
细胞 破碎 器 (MSE) 在 冰 洽 中 以 最 大 输出 〈30A) 处 理 膨胀 的 细胞 2 一 3 分钟， 中 间 停 2 
一 3 次 。 以 3,500rpmx25"* 离 心 。 沉 淀 部 分 基本 为 细胞 核 ， 细 胞 碎片 和 少数 完整 细胞 。 

2. 细 胞 核 Percoll 等 密度 梯度 离心 分 离 

AERE, RAL. gerbilli 细胞 核 丰 Percoll 梯度 中 较 集 中 地 分 布 在 1.038~ 
1.068g 的 密度 范围 内 ， 因 此 选用 起 始 密度 为 1,083 即 35%% CW / W) ee REMY Percoll (Pharm- 
acia 公 司 产 品 ) EALER. 

把 破碎 后 的 材料 悬浮 于 ST 液 中 ， 使 总 体积 为 20,.4ml， 分 装 入 四 个 离心 管用 10 x 10 
ml, 20°35) ， 各 加 入 SIP 补 (96% Percoll, 0.15M Nacl) 2.9ml， 得 到 起 始 密 度 
为 1.083g 的 Petcoll 工 作 液 。 在 涡轮 器 上 充分 混合 后 ， 以 30, 000g 离 心 25 分 钟 (MSP 超速 
离心 机 ，10C) 。 离 心 后 样品 在 离心 管内 分 为 A&A、B、C、D 四 旦 《〈 见 结果 ) ， 细 胞 核 主 
要 集中 在 B 层 。 收 集 B 层 样品 ， 加 入 15 倍 体积 5T 液 ， 播 匀 后 3, 500rpm x 15’ Bo, FRE 
清 液 。 如 此 反复 用 3ST 液 洗 谋 三 次 ， 待 样品 中 Percoll 颗粒 除 尽 后 作 第 二 次 梯度 离心 ， 使 
BER ma IRAE, PAR ( 见 结果 ) 。 细 胞 核 主要 分 布 在 下层 。 用 相同 的 方法 除去 
样品 中 Percoli 后 再 必 第 三 次 梯度 分 离 。 得 到 避 层 样品 。 经 检查 该 层 样 驹 基本 上 为 纯化 细 
胞 核 。 整 个 分 离 程 序 如 下 所 示 : 

细胞 培养 

低 盐 洗涤 〈 用 ST 液 ，3,500 rpm x 15’ 三 次 ) 

低 渗 洗 府 〈 用 TE 液 ，3,500rpm x 15’, WX) 

RAEk 〈 于 TE 忆 液 ，25” ) 

超声 破碎 〈 以 最 大 输出 [30A] 处 理 1 x 3 次 》 

第 一 次 Percoll 梯 度 离 心 

+ 35% Percoll, 30,000g x25’, 10°C 
+ y + y 
À B C D 
洗涤 (用 ST 液 ，3, 500 rpm x 15/ ， 三 次 ) 
第 二 次 Percoll 梯 度 离心 
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+ 35% Percoll, 30,000¢ x 25’, 10°C 
j } 
j y 
Week (HST, 3,500 rpmx15’, =#) 


a8 = ye Percoll Fs Bob 
+ 35% Percoll, 30,000¢x 25%, 10°C 
G 层 样品 《纯化 细胞 核 ) 


一 、 细 胞 破碎 

把 Simpson 等 的 低 活 膨胀 法 与 超声 波 振 葛 结合 ， 可 以 得 到 满意 的 破碎 效果。 经 摸 
索 ， 超 声 处 理 时 最 适 的 虫 体 密度 为 2 一 5 x 107 /ml， 相当 于 一 份 虫 体 材料 中 加 入 25 份 休 
积 TE 液 。 经 超声 波 处 理 ， 约 90% 以 上 的 细胞 破碎 ， 而 细胞 核 的 损伤 不 重 ， 破 碎 物 粘 集 
的 现象 也 较 轻 〈 图 3) 。 

二 、 细 胞 核 在 Percoll 梯 度 中 的 分 布 

在 分 离 工 .ger 弛 ti 细胞 核 时 以 起 始 密 度 1.083g 的 Percoll 工 作 液 作 30, 000g 离心 25 分 
钟 后 ， 即 可 形成 线性 梯度 ， 此 时 细胞 核 分 布 于 梯度 中 一 个 较为 平 绥 的 区 域 (图 1 。 

第 一 次 Percoll 梯 度 离心 后 ， 样 品 在 管内 分 成 A、B、C、 吕 四 个 层次 {图 2 一 1)。 
二 层 为 一 些 很 细 的 细胞 碎片 ， 样 品 不 密集 。 时 层 中 核 分 布 较 集 中 ， 但 也 含有 相当 数量 的 
细胞 碎 裂 物 和 少数 完整 细胞 。C 屋 样 品 不 集中 。 了 D 层 中 样品 最 密集 ， 主 要 含 大 块 的 细胞 
躯 党 和 部 分 完整 细胞 。 经 第 二 次 梯度 离心 ， 卫 层 样品 被 分 开 成 正 ， 下 两 个 层次 〈 图 2 一 
2)》， 刁 层 主要 含 细胞 核 ， 与 B 层 相 比 纯度 显著 提高 。F 层 中 主要 为 大 抉 的 细胞 躯 帝 和 
完整 的 细胞 ， 也 混杂 少量 的 细胞 核 。 取 匡 层 样品 继续 作 第 三 次 Percoli 梯 度 离心 ， 只 出 现 
一 个 样品 带 (图 2 一 3，G 层 ) ，G 居 中 网 胞 核 的 纯度 升 到 945% AA, Mae hy 





30,0005 x 25' at 10 c 
10 20 EN] AÑ mm) 
45% PERCOLL in 0.15 Maci 





图 1 33% Percol] 等 密度 梯度 由 线 
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胞 躯 党 基本 已 除 尽 〈 图 4 ) 。 纲 胞 核 获 得 率 约 为 50 一 60 中 。 经 至 少 5 次 的 重复 ， 各 次 所 
得 到 的 结果 都 基本 吻合 。 

三 、 细 胞 核 浮 力 密 度 

HBL. ger billie eee Percoll Reps; CALL ， 按 Pertfort 法 ， 我 们 确 
WL. gerbilli ia ee Percoll h foes Fy HF RE FE .048~1.051¢2 fi], 


一 、 细 胞 破碎 与 细胞 核 分 离 

分 离 纯化 锥 虫 类 细胞 核 一 直 是 个 瑟 手 的 难 古 。 最 早 Lecaver (1970) 管 试 图 分 离 山 一 
种 短 膜 虫 ( Crithidia oncopelit) 细胞 核 ， 但 没有 成 功 。 久 后 不 少 学 者 在 锥 虫 胞 核 分 
离 上 作 了 大 量 摸 索 ， 但 始终 未 找到 一 种 比较 满意 的 方法 ， 最 佳 分 离 纯 化 度 只 达到 85%， 
其 中 还 有 10% 左右 的 动 质 体 和 闲 毛 的 污染 。 

锥 虫 类 生物 虽 无 坚硬 的 细胞 壁 ， 但 在 细胞 膜 下 的 胞 质 中 却 有 密集 的 徽 管 结构 规则 排 
列 着 ， 使 得 它们 的 细胞 结构 变 得 十 分 坚固 而 不 易 破 碎 。 因 而 在 这 类 虫 体 细胞 核 分 离 过 程 
中 ， 纸 跑 破 本 与 细胞 核 的 完好 释放 是 关键 的 一 步 。 我 们 曾 使 用 过 不 同 的 方法 破碎 细胞 ， 





图 3 贝 体 细 耻 经 低 渗 和 超声 波 处 理 后 的 破 芒 状况 : 一 一 和 轰 放 虽 的 细胞 芒 ;ur 一 一 未 与 细胞 和 质 完 
全 脱离 的 细胞 核 。 涂 片 后 直接 以 甲 茜 肢 兰 染色 。 在 光 镜 下 检查 。1800 x 

图 4 经 过 连续 三 次 Percoll] 梯 谋 离 心 纯化 的 细胞 核 。 办 禁 胺 兰 染 色 。1800 x 

AS 经 十 一 天 扩大 培养 的 .gerbitli， 取 科 后 直接 于 相 产 显 散 镶 下 作 活 体 观 察 。1300x 

图 6 第 一 次 Perccll 榜 度 离心 后 样品 在 离心 管内 的 分 层 状 上 品 《 笛 头 ; 胞 核 分 布 较 集中 的 BB 层 样 品 〉。 
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MARIE, WA, AMR) CTritron—x100FINP-40) Sh AUB, (RABE 
满意 的 效果 。 若 把 Simpson (hy (IS BB MR 4 — ae BE 4 BP Be eA A MT Be 
的 破碎 效果 。 

Percof 是 七 十 年 代 未 期 才 广 泛 使 用 的 密度 介质 ， 已 用 于 制备 高 纯度 的 细胞 核 、 线 粒 
体 和 叶绿体 等 亚 细 胞 结构 。 实 验 中 我 们 以 起 始 密度 为 1.0835 的 Percoll 作 等 密度 离心 ， 
SAG AU RE RE L. gerbilli Ap, Shapiro 等 (1982》 在 分 离 布 民 欠 虫 《Try pano- 
soma brucei) 的 细胞 核 时 ， 也 使 用 了 Pcrcecd， 并 取得 了 较 满 意 的 纯化 效果 。 因 此 ， 在 
分 离 一 些 难 以 用 常规 方法 分 离 的 细胞 结构 时 ，Percoli 等 密度 梯度 离心 是 一 种 值得 推荐 的 
方法 。 

Z. WRAKI JEE 

RAEL. ger billi Pi Hay te Percoll 介质 中 的 浮力 密度 值 是 1.048 一 1,051g。 初 看 
起 来 该 值 似乎 护 低 ， 但 据 Pertoft (1979) 的 研究 ， 生 物 样 品 颗粒 的 浮力 密度 受 介质 渗透 
压 的 影响 较 大 ， 同 一 样品 在 Percoll 中 的 密度 值 比 在 黄 糖 中 的 要 低 得 多 。 比 如 ， 大 和 鼠 肝 细 
胞 核 在 蔗糖 中 的 密度 值 是 1.3， 而 在 Percoll 中 却 只 有 1.1。 因 此 ， 本 实验 室 测 出 的 上 述 细 
胞 核 密度 值 可 供 同 行 参 考 。 
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ISOLATION AND PURIFICATION OF NUCLEI OF 
LEISHMANIA GERBILLI BY PERCOLL 
ISOPYCNIC DENSITY GRADIENTS CENTRIFUGATION 


*Zhang Jianwen Li Jingyan 


(Kunming Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences) 


A complete procedure of nuclei isolation and purification from Leishmania 
gerbilli was cstablished. With this procedure highly purified nuclei of L. 
gerbilli can be oblained, The isopycnic density of the nuclei is about 1.048- 
1.051 in percoll media, 

{The present address, Instilute of Medicai Biology, Chinese Academy 


of Medical Sciences, Kunming, China.) 


Key words; Percoll isopycnic density gradients centrifugation, Leishmania 


gerbilli, Isolation and purification of nucici. 


